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ABSTRACT 
Infectious Bursal Disease (IBD) or Gumboro is still reported to be found in commercial 
chicken farms in Indonesia. This disease causes tremendous impact to the farmers. The aim of this 
study was to detect IBDV in samples collected from the chickens developing clinical signs found 
in several kampung chickens, male and broiler commercial chicken farms in West Java using 
Reverse Transcriptation Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) and virus isolation as comparison. 
Isolate of IBD Dramaga was used as a control. Samples were homogenized with mortar and pestle. 
Total RNA was extracted and tested with Reverse Transcriptation Poymerase Chain Reaction (RT-
PCR). Virus isolation was conducted by inoculating samples into 9-11 embryonating chicken eggs. 
Results show that almost all samples tested were positive with PCR and virus isolation except one 
brain and spleen, suggesting that RT-PCR can be used to detect the IBD virus from clinical 
samples. 
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ABSTRAK 
Kejadian penyakit Infectious Bursal Disease (IBD) atau Gumboro masih banyak ditemukan 
pada peternakan ayam komersial di Indonesia. Penyakit ini menyebabkan kerugian yang cukup 
besar bagi peternak. Penelitian ini bertujuan untuk mendeteksi virus IBD dari sampel yang diambil 
dari kejadian penyakit yang ditemukan di peternakan ayam kampung, pejantan dan broiler komersial 
di wilayah Jawa Barat dengan menggunakan uji Reverse Transcriptation Polymerase Chain 
Reaction (RT-PCR) dan isolasi virus sebagai pembanding. Isolat IBD Dramaga digunakan sebagai 
kontrol. Sampel dihaluskan dengan mortar dan pestle. RNA diekstraksi dan diuji RT-PCR. Isolasi 
virus dilakukan dengan menyuntikan sampel ke telur ayam berembrio umur 9-11 hari. Hasil 
menunjukkan bahwa hampir semua sampel yang diuji dengan RT-PCR dan isolasi virus 
menunjukkan hasil positif kecuali satu sampel otak dan limpa. Hal ini menunjukkan bahwa uji RT-
PCR dapat digunakan sebagai uji untuk mendeteksi virus IBD dari sampel yang diambil dari ayam 
yang menunjukkan gejala klinis. 
Kata Kunci: Virus IBD, Kejadian Penyakit, RT-PCR 
PENDAHULUAN 
Penyakit Infectious Bursal Disease (IBD) merupakan penyakit yang sangat menular 
pada ayam, terutama ayam muda dengan menyebabkan kerusakan pada organ bursa 
fabricius (Becht et al. 1988; Brown et al. 1994). Kerusakan organ terebut, menyebabkan 
timbulnya reaksi immunosupresi pada ayam yang menyebabkan ayam rentan terhadap 
penyakit (Lukert & Saif 2003). Penyakit ini disebabkan oleh virus dalam genus 
Avibirnavirus dari famili Birnaviridae (OIE 2008). Virus ini tidak memiliki amplop, 
dengan kapsid berbentuk ikosahedral berdiameter 60 nm, serta mengandung dua untaian 
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ganda RNA (Müller et al. 2003). Virus IBD memiliki dua serotipe yaitu IBDV serotipe 1 
dan IBDV serotipe 2 (OIE 2008). IBDV serotipe 1 merupakan virus yang patogen pada 
unggas, sementara IBDV serotipe 2 mampu memunculkan respon antibodi tetapi tidak 
menimbulkan gejala klinis saat terjadi infeksi baik pada ayam ataupun kalkun (Lukert & 
Saif 2003). 
Kejadian penyakit IBD di Indonesia pertama kali dilaporkan di peternakan ayam 
pedaging jantan di daerah Sawangan, Bogor pada tahun 1980 (Partadiredja et al. 1983). 
Setelah itu penyakit IBD menyebar di semua kabupaten di wilayah Jakarta, Bogor dan 
Bekasi (Partadiredja et al. 1983; Partadiredja & Joeniman 1985). Kejadian penyakit 
sebelum tahun 1990an, biasanya bersifat subklinis meskipun kadang disertai dengan 
mortalitas (Parede et al. 2003). Kejadian penyakit akut yang disebabkan oleh virus yang 
ganas (very virulent) dilaporkan terjadi di beberapa daerah di Indonesia sekitar tahun 1991 
(Parede et al. 1994) dan menyebar dengan cepat ke banyak peternakan di Indonesia. 
Kejadian penyakit vvIBD di dunia, telah dilaporkan di lebih dari 95% negara-negara 
anggota OIE pada tahun 1995 (Eterradossi 1995). Karakterisasi isolat asal Indonesia 
menunjukkan bahwa sebagian besar isolat termasuk strain very virulent Infectious Bursal 
Disease Virus (vvIBDV) (Parede et al. 2003). 
Virus vvIBD bersifat sangat ganas menyebabkan angka morbiditas dan mortalitas 
yang tinggi (Van den Berg 2000). Morbiditas pada ayam Specific-Pathogen-Free (SPF) 
dapat mencapai 100% pada infeksi buatan (Ignjatovic et al. 2004), sedangkan pada kasus 
di lapangan mortalitas mencapai 56,09% pada ayam pedaging dan 25,08% pada ayam 
petelur (Zeleke et al. 2005). Virus vvIBD mampu bereplikasi di dalam organ penghasil 
limfosit dan makrofag pada usus, dan memunculkan gejala klinis yang serupa dengan 
strain klasik serta memiliki masa inkubasi yang sama yaitu selama empat hari, tetapi fase 
akutnya lebih parah dan lebih cepat menyebar dalam flok (Van den Berg 2000). 
Gejala klinis dan lesi post mortem biasa digunakan sebagai deteksi awal untuk 
penyakit IBD atau Gumboro (Rosenberger et al. 1998). Lesi patognomonik pada saat 
nekropsi adalah adanya hemorrhagi pada otot paha, proventrikulus dan bursa fabricius 
(Rosenberger et al. 1998; Wahyuwardani et al. 2011). Uji serologi yang biasa digunakan 
adalah agar gel precipitation (AGP), serum neutralization (SN) dan enyme-linked 
immunosorbent assay (ELISA) untuk mendeteksi titer antibodi yang terkait dengan IBDV 
(Rosenberger et al. 1998; OIE 2008). Selain itu virus dapat diisolasi dengan menggunakan 
telur berembrio umur 9-10 hari atau menggunakan sel (Rosenberger et al. 1998), namun uji 
tersebut membutuhkan waktu yang cukup lama. Uji reverse transcriptation poymerase 
chain reaction (RT-PCR) untuk mendeteksi virus IBD telah dilaporkan dan digunakan 
sebelumnya (Kataria et al. 1998; 2001; Kabell et al. 2005; Kusk et al. 2005; Makadiya et 
al. 2006; Haryanto et al. 2013) dan lebih sensitif dibandingkan dengan uji isolasi virus 
(Cardoso et al. 2008). Penelitian ini bertujuan untuk mendeteksi virus IBD dari sampel 
organ yang dikoleksi dari ayam yang menunjukkan gejala klinis IBD dari beberapa 
peternakan ayam di Jawa Barat, Indonesia. 
MATERI DAN METODE 
Virus IBD 
Virus IBD yang digunakan sebagai kontrol positif dalam penelitian ini adalah virus 
IBD Dramaga yang merupakan koleksi Balai Besar Penelitian Veteriner. Virus ini 
merupakan virus IBD yang telah dipasase ke dalam sel Vero. 
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Koleksi sampel 
Sampel organ berupa bursa fabricius, otak dan limpa dikoleksi dari beberapa 
peternakan ayam yang menunjukkan gejala klinis di wilayah Kabupaten Bogor dan 
Ciamis, Provinsi Jawa Barat. Sampel dikoleksi dari kejadian penyakit pada tahun 2014 dan 
2015 pada kegiatan lapang terkait dengan deteksi antibodi terhadap virus IBD. Perubahan 
patologi terlihat pada organ bursa seperti pendarahan, atropi, pembengkakan dan akumulasi 
eksudat. Selain itu, ayam juga menunjukkan gejala klinis dan perubahan organ post 
mortem yang mengarah ke IBD seperti lemah, nafsu makan dan minum berkurang dan ada 
kematian, sedangkan pendarahan pada otot paha, proventirukulus serta radang pada ginjal 
ditemukan pada saat bedah bangkai. 
Penyiapan sampel 
Organ yang dikoleksi digerus menggunakan mortar dan pestle. Sampel yang telah 
digerus dimasukkan ke dalam media Dulbecco’s Modified Eagles Medium (DMEM) dan 
antibiotik (penicillin 1.000 iu/ml dan streptomycin 1.000 µg/ml). Sampel yang telah 
dihaluskan kemudian disimpan pada suhu -70°C sebelum diuji. 
Isolasi virus pada telur ayam berembrio 
Sampel organ yang telah dihaluskan kemudian divortek sekitar lima detik kemudian 
disentrifuse selama lima menit pada kecepatan 2.500 rpm. Isolasi virus dilakukan sesuai 
dengan prosedur yang digunakan sebelumnya (OIE 2008) dengan sedikit perubahan. 
Secara singkat 0,2 ml supernatan diinokulasikan melalui membran chorioalantois dari 
telur ayam berembrio umur 9-11 hari. Telur yang sudah diinokulasi dimasukkan ke dalam 
inkubator dengan suhu 37°C dan diamati selama lima hari. Telur yang mati dan hidup 
selama waktu pengamatan kemudian dilihat perubahan pada membran chorioalantois dan 
embrionya. Virus IBD akan menimbulkan plak pada membran chorioalantois dan juga 
perubahan pada embrio yang berupa: embrio mengecil, oedema subkutan, pembengkakan 
pembuluh darah, pendarahan subkutan pada kepala dan badan. Hati membengkak dan 
berwana kehijauan, limpa membesar dan ginjal membesar disertai kongesti (Lukert & Saif 
2003; OIE 2008). 
Ekstraksi total RNA 
Total RNA diekstraksi dari sampel yang telah dihaluskan menggunakan Geneaid 
Total RNA extraction kit sesuai dengan petunjuk yang ada. Secara singkat, 0,2 ml 
supernatan ditambahkan ke dalam microfuge tube 0,5 ml yang berisi alkohol 70% dan 4 µl 
betamercapto ethanol. Sampel kemudian ditambahkan ke dalam reagen Geneaid, dicuci 
dan RNA dielusi menggunakan 50 µl RNAse free water.  
Reverse trancriptase polymerase chain reaction 
Uji RT-PCR dilakukan dengan mengikuti prosedur dari Verso 1-Step RT-PCR Hot-
Start Kit. Secara singkat, 3 µl RNA virus digunakan sebagai template dalam 20 µl reaksi 
yang mengandung Verso Enzyme Mix, 2X 1-Step PCR Hot-Start Master Mix, RT 
Enhancer, Primer dan Nuclease Free Water. Primer yang digunakan mengikuti primer 
dalam penelitian sebelumnya (Kusk et al. 2005). 
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Sintesis cDNA dilakukan dengan inkubasi pada suhu 50°C selama 15 menit, diikuti 
dengan inaktivasi verso pada suhu 95°C selama 15 menit. PCR dilakukan dengan 35 siklus 
yang meliputi denaturation (95°C selama 20 detik), annealing (50°C selama 30 detik), 
extention (72°C selama satu menit). Final extention dilakukan pada suhu 72°C selama lima 
menit. Konfirmasi produk PCR dilakukan dengan elektroforesis menggunakan 5 µl produk 
PCR pada 100 V selama satu jam pada agarose 1,5% dalam satu kali Tris Buffer. 
Visualisasi dilakukan dengan pewarnaan menggunakan Ethidium Bromide dan 
transluminator ultraviolet. 
HASIL DAN PEMBAHASAN 
Hasil isolasi virus IBD pada telur ayam berembrio pada sampel yang diuji 
menunjukkan bahwa hampir semua sampel positif, kecuali limpa dan otak dari peternakan 
C yang menunjukkan hasil negatif meskipun sampel bursa dari ayam yang sama 
menunjukkan hasil positif (Tabel 1). Perubahan yang teramati seperti plak pada membran 
chorioalantois, embrio yang mengecil, pendarahan subkutan dan perubahan pada hati 
(Gambar 1), merupakan perubahan yang menciri infeksi virus IBD pada telur berembbrio 
(Lukert & Saif 2003; OIE 2008). Uji isolasi virus merupakan salah satu uji yang digunakan 
untuk mendeteksi virus IBD (Rosenberger et al. 1998; Lukert & Saif 2003; OIE 2008) dan 
sudah diterapkan sebagai salah satu uji dalam mendeteksi virus IBD di Balai Besar 
Penelitian Veteriner. Meskipun uji ini sensitif, tetapi dalam pelaksanaannya memerlukan 
waktu yang lama dan prosedurnya relatif sulit karena inokulasi dilakukan melalui 
membran chorioalantois. Untuk itu, diperlukan uji yang lebih cepat untuk mendeteksi 
virus ini. Uji RT-PCR telah dikembangkan sebelumnya untuk mendeteksi virus ini dan 
dapat dilakukan dalam waktu yang relatif lebih cepat dari uji isolasi (Kataria et al. 1998; 
2001; Kabell et al. 2005; Kusk et al. 2005; Makadiya et al. 2006; Cardoso et al. 2008; 
Haryanto et al. 2013). 
Hasil pada Tabel 1 menunjukkan bahwa sebagian besar sampel yang diuji 
menunjukkan hasil positif untuk uji deteksi IBD dengan RT-PCR, kecuali sampel organ 
otak dan limpa dari peternakan C yang menunjukkan hasil negatif. Hasil yang didapat pada 
uji RT-PCR ini sesuai dengan hasil dari uji isolasi virus, dimana semua sampel yang diuji 
menunjukkan hasil yang sama. Hal ini sedikit berbeda dengan penelitian dari Cardoso et 
al. (2008) menunjukkan bahwa uji RT-PCR mempunyai sensitivitas lebih tinggi (81%) 
dibandingkan dengan isolasi virus (73%). Hal ini mungkin berkaitan dengan perbedaan 
organ yang dikoleksi dan strain virus IBD yang digunakan. 
Tabel 1. Hasil isolasi dan RT-PCR untuk mendeteksi virus IBD dari organ bursa fabricius, limpa 
dan otak ayam yang menunjukkan gejala klinis 
Peternakan Jenis Ayam Organ Kabupaten Hasil isolasi Hasil PCR 
Peternakan A Kampung 2 Bursa Bogor Positif Positif 
Peternakan B Kampung 5 Bursa Bogor Positif Positif 
Peternakan C Pejantan 3 Bursa (pool) Ciamis Positif Positif 
3 Otak (pool) Negatif Negatif 
3 Limpa (pool) Negatif Negatif 
Peternakan D Pejantan 1 Bursa Ciamis Positif Positif 
1 Otak Positif Positif 
1 Limpa Positif Positif 
Peternakan E Broiler 1 Bursa Bogor Positif Positif 
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(A) Plak pada membran chorioalantois; (B) Embrio mengecil dan hati berwarna pucat; 
(C) Pendarahan subkutan 
Gambar 1. Perubahan yang terlihat pada embrio ayam setelah diinfeksi dengan sampel dari bursa 
fabricius yang terinfeksi 
 
1 dan 12: DNA marker; 2-3: Kontrol positif IBD Dramaga; 4 dan 19: Kontrol negatif; 5 dan 7: 
Bursa dari peternakan A; 6, 8-11: Bursa dari peternakan B; 13: Limpa dari peternakan C; 14: Bursa 
dari peternakan C; 15: Otak dari peternakan C; 16: Otak dari peternakan D; 17: Bursa dari 
peternakan D; 18: Limpa dari peternakan D; 20: Bursa dari peternakan E 
Gambar 2. Analisis RT-PCR produk dari sampel yang diuji dengan produk yang dihasilkan 
menggunakan gel electrophoresis 
Hasil negatif pada organ otak dan limpa pada peternakan C dan positif pada organ 
otak yang terlihat pada peternakan D mungkin dikarenakan organ yang diambil telah 
melewati periode infeksi akut pada ayam, sehingga virus hanya dapat terdeteksi pada 
organ-organ tertentu. Hal ini sesuai dengan penelitian sebelumnya mengenai deteksi virus 
pada beberapa organ limfoid dimana virus terdeteksi lebih lama: 22 setelah infeksi pada 
organ bursa dibandingkan dengan organ limpa yang hanya terdeteksi inkonsisten selama 
10 hari setelah infeksi menggunakan uji RT-PCR (Barlič-Maganja et al. 2002). Hal ini 
menunjukkan bahwa dalam pengujian untuk mendeteksi virus IBD pemilihan sampel 
merupakan faktor yang penting untuk mendapatkan hasil yang optimal. Bursa fabricius 
memberikan hasil yang baik dibandingkan dengan organ otak dan limpa terutama untuk 
pengambilan sampel yang dilakukan dalam periode yang lebih lama setelah infeksi. 
Untuk menganalisis hasil RT-PCR, produk yang dihasilkan dievaluasi menggunakan 
elektroforesis. Hasil menunjukkan bahwa RNA virus IBD dapat terdeteksi dari hampir 
seluruh organ yang diuji, kecuali dua organ (otak dan limpa) dari peternakan C, dengan 
mengamplifikasi produk sekitar 250 bp (Gambar 2). Hasil amplifikasi terlihat sama dengan 
(A) (B) (C) 
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kontrol positif yang digunakan (isolat IBD Dramaga). Sementara kontrol negatif tidak 
menunjukkan hasil amplifikasi produk. Hasil ini sesuai dengan penelitian sebelumnya 
yang menggunakan primer yang sama, dimana produk amplifikasi yang dihasilkan terlihat 
sekitar 250 bp (Kabell et al. 2005; Kusk et al. 2005). Uji RT-PCR memberikan hasil yang 
lebih cepat dan menujukkan hasil yang sama untuk mendeteksi virus IBD dibandingkan 
dengan uji isolasi virus. Berdasarkan hasil penelitian ini maka uji RT-PCR dapat 
digunakan untuk mendeteksi virus IBD pada sampel yang dikoleksi dari kejadian penyakit 
IBD sebagai upaya peneguhan diagnosa yang didapatkan dari observasi ayam, uji patologi 
dan uji isolasi virus. 
KESIMPULAN 
Uji RT-PCR dapat mendeteksi virus IBD pada sebagian besar sampel organ. Hasil uji 
RT-PCR sesuai dengan hasil uji isolasi virus yang merupakan salah satu uji yang 
direkomendasikan World Animal Health Organization (OIE) untuk mendeteksi virus IBD. 
Uji ini dapat digunakan dalam mendeteksi virus IBD pada sampel yang dikoleksi dari 
ayam yang menunjukkan gejala klinis sakit di peternakan ayam. 
UCAPAN TERIMA KASIH  
Penelitian ini terlaksana dengan anggaran DIPA BBLitvet tahun 2014-2015. Ucapan 
terimakasih dan penghargaan disampaikan kepada Dr. Drh Sutiastuti Wahyuwardani, Drh. 
Murni Rosyid, Ani Purwani, Zulkipli, Apipudin, Masitoh, Hanipah Ariani, Puji, Dinas 
Peternakan dan Perikanan dan peternak di wilayah Kabupaten Bogor dan Ciamis dan 
semua pihak yang telah membantu dalam pelaksanaan penelitian ini. 
DAFTAR PUSTAKA 
Barlič-Maganja D, Zorman-Rojs O, Grom J. 2002. Detection of infectious bursal disease virus in 
different lymphoid organs by single-step reverse transcription polymerase chain reaction and 
microplate hybridization assay. J Vet diagnostic Investig. 14:243-246. 
Becht H, Muller H, Muller HK. 1988. Comparative studies on structural and antigenic properties of 
two serotypes of infectious bursal disease virus. J Gen Virol. 1:631-640. 
Brown MD, Green P, Skinner M a. 1994. VP2 sequences of recent European “very virulent” 
isolates of infectious bursal disease virus are closely related to each other but are distinct from 
those of “classical” strains. J Gen Virol. 75:675-680. 
Cardoso TC, Rosa ACG, Astolphi RD, Vincente RM, Novais JB, Hirata KY, Luvizotto MCR. 
2008. Direct detection of infectious bursal disease virus from clinical samples by in situ 
reverse transcriptase-linked polymerase chain reaction. Avian Pathol. 37:457-61. 
Eterradossi N. 1995. Progress in the diagnosis and prophylaxis of infectious bursal disease in 
poultry. Paris. 
Haryanto A, Irianingsih SH, Yudianingtyas DW, Wijayanti N. 2013. Single step multiplex RT-
PCR for detection and differential diagnosis of avian influenza, newcastle disease and 
infectious bursal disease viruses in chicken. Int Res J Biotechnol. 4:34-39. 
Ignjatovic J, Sapats S, Reece R, Gould A, Gould G, Selleck P, Lowther S, Boyle D, Westburry H. 
2004. Virus strains from a flock exhibiting unusually high mortality due to infectious bursal 
disease. Aust Vet J. 82:763-768. 
Prosiding Seminar Nasional Teknologi Peternakan dan Veteriner 2015 
538 
Kabell S, Handberg KJ, Li Y, Kusk M, Bisgaard M. 2005. Detection of vvIBDV in vaccinated SPF 
chickens. Acta Vet Scand. 46:219-227. 
Kataria R, Tiwari AK, Nanthakumar T, Goswami PP. 2001. One-step RT-PCR for the detection of 
infectious bursal disease virus in clinical. Vet Res Commun. 25:429-436. 
Kataria RS, Tiwari AK, Bandyopadhyayl SK, Katariaz JM, Butchaiah G. 1998. Detection of 
infectious bursal disease virus of poultry in clinical samples by RT-PCR. Biochem Molucular 
Biol Int. 45:315-322. 
Kusk M, Kabell S, Jørgensen PH, Handberg KJ. 2005. Differentiation of five strains of infectious 
bursal disease virus: Development of a strain-specific multiplex PCR. Vet Microbiol. 
109:159-167. 
Lukert PD, Saif YM. 2003. Infectious bursal disease. In: Saif YM, Barnes HJ, Glisson, editors. Dis 
Poult. 11th ed. Iowa (US): Iowa State University Press. p. 161-179. 
Makadiya NR, Jhala MK, Gaba A, Joshi CG, Rank DN. 2006. Detection of infectious bursal 
disease virus (IBDV) from bursal tissue by RTPCR and its comparative efficacy with 
conventional precipitation assays. Indian J Poult Sci. 41:82-84. 
Müller H, Islam MR, Raue R. 2003. Research on infectious bursal disease-the past, the present and 
the future. Vet Microbiol. 97:153-165. 
OIE. 2008. Infectious bursal disease. OIE Terr Man. 30:17. 
Parede L, Ronohardjo P, Hamid H, Indriani R, Sudarisman, Salihin I, Kusmaedi. 1994. Isolasi dan 
karakterisasi virus IBD dari kejadian akut wabah penyakit gumboro. Penyakit Hewan. 
XXVI:20-24. 
Parede L, Sapats S, Gould G. 2003. Characterization of Infectious bursal disease virus isolates 
from Indonesia indicates the existence of very virulent strains with unique genetic changes. 
Avian Pathol. 32:511-518. 
Partadiredja M, Joeniman B. 1985. Isolasi dan identifikasi virus gumboro di Indonesia. Hemera 
Zoa. 72:7-14. 
Partadiredja M, Rumawas W, Suharyatno I. 1983. Penyakit gumboro di Indonesia serta Akibatnya 
bagi peternak ayam. Hemera Zoa. 7:29-33. 
Rosenberger JK, Saif YM, Jackwood DJ. 1998. Infectious bursal disease. In: Swayne DE, Glisson 
JR, Jackwood MW, Pearson JE, Reeed WM, editors. A laboratory manual for the isolation 
and identification of avian pathogens. 4th ed. New Bolton Centre: American Association of 
Avian Pathologists. p. 215-218. 
Van den Berg TP. 2000. Acute infectious bursal disease in poultry : A review. Avian Pathol. 
29:175-194. 
Wahyuwardani S, Agungpriyono DR, Parede L, Manalu W. 2011. Penyakit gumboro: Etiologi, 
epidemiologi, patologi, diagnosis dan pengendaliannya. Wartazoa. 21:114-124. 
Zeleke A, Gelaye E, Sori T, Ayelet G. 2005. Investigation on infectious bursal disease outbreak in 
Debre Zeit, Ethiopia. Int J Poult Sci. 4:504-506. 
 
